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油酰乙醇胺对氧化性低密度脂蛋白诱发的动脉
粥样硬化反应的作用
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摘要: 探讨油酰乙醇胺( OEA )对氧化性低密度脂蛋白( ox-LDL )诱导的人脐静脉内皮细胞( HU VEC)坏死的影响及对
ox-LDL 诱导的小鼠巨噬细胞 ( RAW264. 7) 内炎性因子表达变化的影响. 实验用 ox-LDL 诱导 HUVEC 坏死和
RAW264. 7细胞内炎性反应;显微镜下观察细胞形态, 并收集细胞进行 Annex in V / P I-FIT C 染色, 流式细胞分析细胞坏
死率;采用实时定量 PCR( r ea-l time PCR)和酶联免疫吸附剂检测( EL ISA)测定 mRNA 和蛋白水平表达的变化. 结果显
示: OEA 能缓解 ox-LDL 诱导的 HU VEC 的坏死, 并能呈浓度依赖性的上调 HUVEC 内过氧化物酶体增殖激活受体A
( PPAR-A)和 SIRT-1 的表达; OEA 降低 ox-LDL 诱导的 RAW264. 7 肿瘤坏死因子A( TNF-A)和 CRP mRNA 表达的升
高,及降低 ox-LDL 诱导的促动脉粥样硬化因子 M-CSF mRNA 表达的升高, 同时升高 ox-LDL 诱导 SIRT-1 表达的降
低.实验结果表明, OEA 通过激活 PPAR-A和抗炎通路对动脉粥样硬化有一定的作用.
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粥样硬化的治疗作用, 为开发 OEA 作为治疗动脉粥
样硬化的潜在药物提供研究基础.
血浆中的脂质水平与动脉粥样硬化的发生密切相
关,低密度脂蛋白( LDL)是一种载脂蛋白, 多年来, 它
一直被认为是动脉粥样硬化的促进因子. 研究发现有
家族高血脂症的患者如果缺乏 LDL 受体的话,血浆中
的 LDL 水平会很高, 从而易发心血管疾病[ 2-3] . 但近年
的研究发现,当细胞摄入过量的 LDL 时,由于 LDL 受
体的反馈调节作用, 细胞内脂质的堆积并不能增加;但
修饰型的 LDL (如 ox-LDL, acety-l LDL)不能被 LDL
受体介导,而被 acety-l LDL 受体或清道夫受体介导.
与 LDL 受体不同的是,这两种受体不受细胞内脂质水
平的影响,因此当细胞摄入过量脂质时,该受体并不能
起到调节作用,从而造成脂质的堆积 [ 4] . 近几年来,许
多研究显示,修饰型的 LDL 才是导致动脉粥样硬化发
生的危险因素. 动物模型发现动脉粥样硬化斑块中存
在 ox- LDL[ 5] , ox-LDL 致动脉粥样硬化的机制有很
多,目前的研究结果可概括为: 1)诱导单核细胞的趋








用[ 9] . PPAR-A与动脉粥样硬化的关系很密切, PPAR-
A的激活能够降低三酰甘油和 LDL 的水平, 还能调节
炎症反应[ 10] .人工合成的 PPAR-A配体, 如非诺贝特、
苯扎贝特等已被作为心血管疾病的药物. 其原因目前























OEA、非诺贝特, 美国 Sigma 公司; ox-LDL 及
LDL, 北京协生生物科技有限责任公司; M 200培养基
及 LSGS Kit, Cascade公司; DMEM 培养基及胎牛血
清, Gibco 公司; T r izol, 美国 Invit rogen 公司; 反转录
试剂盒, 东洋纺公司; SYBR Green PCR 混合液,日本
Takar a公司;小鼠肿瘤坏死因子A( T NF-A) ELISA试
剂盒,欣博盛公司; A nnexin Õ/ P I凋亡试剂盒, Biov-i
sion公司.
核酸蛋白测定仪, 美国 BECKMAN COULTER
公司;荧光定量 PCR 仪, 美国 Applied Bio systems 公
司; 多功能酶标仪,美国 Molecular Devices 公司.
2  方  法
2. 1  细胞的分离及培养
取正常剖腹产胎儿脐带,无菌条件下用胰蛋白酶
消化脐带静脉, 得到人脐静脉内皮细胞( HUV EC) ,常
规贴壁细胞培养方法传代培养. 细胞培养液为 M200
含体积分数为 10%的 FBS 和 LSGS Kit .
小鼠巨噬细胞 ( RAW 264. 7) 培养液组成成分:
DMEM 含体积分数为 10%的胎牛血清,青霉素、链霉
素均为 10 U/ mL.
2. 2  OEA对 ox-LDL诱导的 HUVEC坏死的
影响
培养液中加入 ox- LDL, 使终质量浓度为 100 Lg/
mL,孵育 24 h后移除培养液, 加入新的培养液, 并加
入 OEA, 使 OEA 终浓度为 50 Lmol/ L, 孵育 8 h 后,
倒置显微镜观察细胞形态, 并收集细胞, 按 Annexin
Õ/ P I凋亡试剂盒说明处理后进行流式分析.
2. 3  不同浓度 OEA 对 HUVEC的 SIRT-1,
PPAR-AmRNA表达的影响
培养液中加入 OEA或非诺贝特, 使 OEA 终浓度
为 25, 50, 100 Lmo l/ L , 非诺贝特终浓度为 50 Lmol/
L, 孵育 12 h后, 用 Trizo l提取细胞总 RNA, 测定浓度
后,按照反转录试剂盒说明书取总 RNA 1 Lg 进行反
转录, 取反转录产物 0. 5 Lg 按照实时荧光定量 PCR
试剂盒说明书要求建立反应体系, 充分混合后置于荧




组的表达倍数. 扩增引物为: SIRT-1, 正义引物 5c-
TACCTCCACCTGAGTT GGAT GA-3c,反义引物 5c-
GT CTACAGCAAGGCGAGCAT AA-3c; PPAR-A, 正
义引物 5c-T CCT CGGT GACT TAT CCTGTGG-3c, 反
义引物 5c-CCGA CAGAAAGGCACT TGT GA-3c; B-
act in,正义引物5c- TT GCCGA CAGGATGCAGAA-3c,
反义引物 5c-GCTGAT CCACAT CTGCTGGAA-3c.
2. 4  不同浓度 OEA对 RAW 264. 7 的 SIRT-
1, TNF-A, CRP, M-CSF mRNA表达的影
响
培养液中加入 ox-LDL, 使终质量浓度为 50 Lg/
mL,孵育 12 h后移除培养液, 加入新的培养液, 并加
入OEA,使 OEA终浓度为25, 50, 100 Lmol/ L ,孵育8
h后收集细胞,用 T rizol提取细胞总 RNA, 测定浓度
后,按照反转录试剂盒说明书取总 RNA 1 Lg 进行反
转录, 取反转录产物 0. 5 Lg 按照实时荧光定量 PCR
试剂盒说明书要求建立反应体系, 充分混合后置于荧
光定量 PCR仪上进行扩增. 结果以 GA PDH 为内参,
采用公式 2-$$CT计算出诱导组, OEA 治疗组相对于空
白对照组的表达倍数. 扩增引物为: SIRT-1, 正义引物
5c-TGGATGAT ATGACGCT GTGGCAGA-3c, 反 义
引物 5c-A TT TGT GACACAGAGACGGCT GGA-3c;
TNF-A, 正 义 引 物 5c-AATGGCCT CCCT CTCAT-
CAG-T T CT-3c, 反 义 引 物 5c- TGAGA TAGCAA
ATCGGCT GA CGGT-3c; CRP, 正义引物 5c-GGGT G-
GT GCT GAAGT ACGAT-3c,反义引物 5c-AAACAT-
T GGGGCT GAGT GTC-3c; M-CSF, 正 义 引 物 5c-
AAAGAAGCCCTGAACCTCCTGGAT-3c, 反义引物
5c-AGCAGCAGTCT GAGAAGCTGGAT T-3c; GAP-
DH , 正义引物 5c-TGT GT CCGT CGT GGA- TCT GA-
3c, 反义引物 5c-T T GCT GT TGAAGTCGCA-GGAG-
3c.
2. 5  不同浓度 OEA对 RAW 264. 7 TNF-A蛋
白表达的影响
培养液中加入 ox-LDL, 使终质量浓度为 50 Lg/
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mL,孵育 12 h后移除培养液, 加入新的培养液, 并加
入 OEA, 使 OEA 终浓度为 25, 50, 100 Lmol/ L, 孵育
12 h后, 收集细胞上清, 按 ELISA 试剂盒说明书测量
TNF-A蛋白表达的变化.
3  结  果
3. 1  OEA可减少 ox-LDL诱导的 HUVEC的
坏死
形态观察显示 OEA 能够显著抑制 ox-LDL 诱导
的 HUVEC 的坏死,结果见图 1.
图 1 OEA 对 ox-LDL 诱导的 HUVEC 坏死的影响
Fig . 1  Effect o f OEA on ox-LDL induced necr osis o f HUVEC
流式分析的结果显示: OEA 能够显著抑制 ox-
LDL 诱导的 HUVEC 的坏死, 结果见图 2. 空白对照
组的细胞坏死率为( 11. 52 ? 3. 15) %, 加入 LDL 诱导
的细胞坏死率为( 10. 84 ? 2. 96) %,与加入 ox- LDL 诱
导的细胞坏死率为( 20. 98 ? 2. 50) %,显著高于正常细
胞组;而在 ox-LDL 诱导并且 OEA 治疗的情况下, 细
胞坏死率为( 12. 48 ? 0. 91) % ,相对于 ox-LDL 组的抑
制率为 89. 9% .可见 OEA 能够显著抑制 ox-LDL 诱
导的 HUVEC的坏死.
3. 2  OEA对 HUVEC SIRT-1及 PPAR-A mR-
NA表达的影响
Rea-l t ime PCR 结果显示: OEA 能够提高 HU-
VEC 内 SIRT-1及PPAR-AmRNA 表达,结果见表 1,
图 3. 非诺贝特 50 Lmol/ L 时能够将 SIRT-1 及
PPAR-A的表达分别提高到 1. 19 倍和 1. 49 倍, 相同
浓度的OEA的作用是非诺贝特的 1. 15倍和1. 23倍.
1. 对照组(正常细胞组) ; 2. ox-LDL 组; 3. LDL 组;
4. ox-LDL+ OEA 组.与 ox-LDL 组比, * . p < 0. 05.
图 2  流式检测 OEA对 ox-LDL 诱导的 HU VEC 坏死
的影响( n= 3, x ? s)
Fig. 2  Effect of OEA on ox-LDL induced necrosis
o f HUVEC by flow cy tometr y
表 1 OEA对 HU VEC 细胞 SIRT-1 及 PPAR-AmRNA
表达的影响( n= 3, x ? s )
T ab. 1 Effect of OEA on mRNA expression of SIRT-1
and PPAR-A in HU VEC
组别
相对于对照组的倍数
SIRT-1 mRNA 的表达 PPAR-AmRNA 的表达
 1  1 ? 0  1 ? 0
 2  1. 19 ? 0. 03*  1. 49? 0. 05*
 3  1. 26 ? 0. 04*  1. 54? 0. 01*
 4  1. 38 ? 0. 15 * *  1. 84? 0. 25 * *
  1. 对照组; 2.非诺贝特 50 Lmo l/ L; 3. OEA 25 Lmol/ L ;
4. OEA 50Lmol/ L.与对照组比较, * . p< 0. 05; * * .
p< 0. 01.
1.对照组(正常细胞组) ; 2. 非诺贝特 50 Lmo l/ L ;
3. OEA 25 Lmol/ L ; 4. OEA 50Lmol/ L .
图 3 OEA 对 HU VEC 的 SIRT-1 和 PPAR-A
mRNA 表达的影响
F ig. 3 Effect of OEA on mRNA expression of
SIRT-1 and PPAR-A in H UVEC
3. 3  OEA对 RAW264. 7 SIRT-1, TNF-A, M-
CSF, CRP mRNA表达的影响
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表 2  OEA 对 RAW264. 7 内 SIRT-1、TNF-A、M-CSF 和 CRP mRNA 表达的影响
Tab. 2  Effect o f OEA on mRNA expression of SIRT-1, TNF-A, M-CSF and CRP in RAW264. 7
组别
mRNA 表达量
SIRT-1 T NF-A M-CSF CRP
 1  1? 0  1 ? 0  1 ? 0  1? 0
 2  0. 354? 0. 118  1. 844? 0. 019  2. 832 ? 0. 282  2. 446 ? 0. 893
 3  0. 764? 0. 020*  1. 544? 0. 067 * *  0. 985 ? 0. 043 * *  0. 830 ? 0. 006*
 4  0. 916? 0. 051 * *  1. 334? 0. 111 * *  0. 700 ? 0. 181 * *  0. 368 ? 0. 024 * *
 5  1. 750? 0. 223 * *  1. 247? 0. 061 * *  0. 470 ? 0. 032 * *  0. 158 ? 0. 075 * *
 6  1. 179? 0. 338  0. 986? 0. 014  0. 859 ? 0. 248  0. 926 ? 0. 046
       1. 对照组(正常细胞组) ; 2.诱导组即 ox-LDL 组; 3~ 5. o x-LDL+ OEA( 25, 50, 100 Lmol/ L )组;
6. LDL组 .与诱导组( ox-LDL )比较, * p < 0. 05; * * p< 0. 01.
  OEA能够显著抑制ox-LDL诱导的SIRT- 1的降
低及 T NF-A、M-CSF、CRP 的升高(表 2) . ox-LDL 组
与 LDL 组相比, 能够显著降低 SIRT-1 mRNA 的表
达,升高 T NF-A、M-CSF、CRP mRNA 的表达. OEA
能够逆转这些变化, 使细胞内的表达回到正常水平.
药物组 ( OEA 组 )与诱导组 ( ox-LDL 组)相比,
SIRT-1的表达明显升高. OEA( 25, 50, 100 Lmol/ L )组
的 SIRT-1的表达分别是 ox-LDL 组的 1. 8, 2. 4和 4. 0
倍; OEA( 25, 50, 100 Lmol/ L)组的 T NF-A的表达分别
是 ox-LDL 组的 83. 7% , 72. 3% , 67. 6% ; OEA ( 25,
50, 100 Lmol/ L )组的 M-CSF 的表达分别是 ox-LDL
组的 40. 6% , 28. 8%, 19. 4% ; OEA( 25, 50, 100 Lmol/
L ) 组的CRP的表达分别是 ox- LDL组的3 3 . 9% ,
15. 0%, 6. 45% .
3. 4  OEA对RAW264. 7 TNF-A蛋白表达的影
响
ELISA 结果显示 OEA 能够下调由 ox-LDL 诱导
的 TNF-A蛋白的表达(表 3) . o x-LDL 能够明显诱导
RAW264. 7 内 T NF-A蛋白的表达, 诱导组的表达是
对照组表达的 2. 7倍. OEA治疗组( 25, 50, 100 Lmol/
L)都能抑制 ox-LDL 诱导的 T NF-A蛋白的表达,抑制
率分别为 32. 5% , 48. 7%, 51. 7% .
4  讨  论
本研究表明, OEA 对 ox-LDL 诱导的内皮细胞的
损伤有明显保护作用并且在巨噬细胞系内能明显减轻
由 ox-LDL 诱导的炎性反应.说明 OEA 在动脉粥样硬
化发展的不同时期都能发挥作用.
本研究检测了在正常内皮细胞中OEA的作用,
表 3 OEA对 RAW264. 7 TNF-A蛋白表达的影响
T ab. 3 Effect of OEA on protein expr ession of TNF-A in
RAW 264. 7
组别    TNF-A蛋白表达量/ ng   
  1   338. 5 ? 64. 53
  2   928. 2 ? 22. 07
  3   736. 7 ? 29. 76 * *
  4   641. 2 ? 13. 49 * *
  5   623. 1 ? 21. 21 * *
  6   361. 6 ? 66. 72*
  1. 对照组; 2.诱导组即 ox-LDL 组; 3~ 5. ox-LDL+ OEA
( 25, 50, 100 Lmo l/ L)组; 6. LDL 组.与诱导组( ox-LDL )
相比, * . p< 0. 05; * * . p< 0. 01.





中,可以使用 RNAi 技术对 PPAR-A和 SIRT-1 分别
干扰,然后检测另一个的表达水平,以确认二者的上下
游关系.
在巨噬细胞中, ox-LDL 能够诱导保护因子 SIRT-
1水平的下降, 同时升高炎性因子的表达, 而 LDL 与
空白对照组比较没有变化, 验证了之前研究表明的
LDL 必须经过氧化之后才会有诱导动脉粥样硬化的
作用. ox-LDL 在早期能够造成内皮的损伤, 在后期能
够诱导巨噬细胞内的炎症. 而 OEA 能够逆转这些变
化,使各种因子的水平恢复到正常水平.
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Effect of Oleoylethanolamide on Atherosclerosis Response
Induced by ox-LDL
WU Man, SUN Wen-chang, REN Jie, FAN Ang-ran, FU Jin
*
( Medical Co lleg e of X iamen Univ ersity , X iamen 361005, China)
Abstract: The effect o f OEA on ox-LDL induced atherosclerosis response w as investig ated. H UVEC and RAW 264. 7 cells treated
with ox-LDL were used to induce necrosis and inflammation, respectiv ely . Cell necro sis w as detected by Annex inÕ / P I-FT IC staining
and flow cytometer. The expression level of mRNA and pro tein w ere detected by quantitative rea-l t ime PCR and ELISA. Data showed
that , in H UVEC cells, OEA inhibits necro sis induced by ox-LDL through activ ation of PPAR-A and SIRT-1 expression. In RAW
264. 7 cells, OEA decr eased the expression levels of inflammator y cy tokines, including TNF-A and CRP , and pro-ather oscler osis fac-
to r, M-CSF . Furthermo re, OEA treatment rever sed the expression of SIRT-1, w hich w as suppressed by ox-LDL . The data suggests
that OEA played a cer tain ro le on athero sclero sis through activ ation o f PPAR-A and ant-i inflammator y pathw ay .
Key words: HUVEC; RAW264. 7; o x-LDL ; SIRT-1
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